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Better	  understanding	  on	  how	  age	  affects	  interaction	  between	  sex	  hormones,	  AngII	  and	  autonomic	  19	  
nervous	  system	  could	  help	  choosing	  an	  optimal	  treatment	  for	  hypertensive	  patients.	  20	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Abstract	  21	  
Sexual	  dimorphism	  in	  blood	  pressure	  has	  been	  associated	  with	  differential	  expression	  of	  the	  22	  
angiotensin	  II	  (AII)	  receptors	  and	  with	  activity	  of	  the	  nervous	  system.	  It	  is	  generally	  accepted	  that	  23	  
aging	  affects	  kidney	  function	  as	  well	  as	  autonomic	  nervous	  system	  and	  hormonal	  balance.	  Given	  that	  24	  
hypertension	  is	  more	  prevalent	  in	  men	  than	  women	  until	  women	  reach	  their	  seventh	  decade	  we	  25	  
hypothesised	  that	  females	  would	  be	  relatively	  protected	  from	  adverse	  effects	  of	  ageing	  compared	  to	  26	  
males,	  and	  that	  this	  would	  be	  mediated	  by	  the	  protective	  effect	  of	  ovarian	  steroids.	  Intact	  and	  27	  
gonadectomised	  male	  and	  female	  normotensive	  Wistar	  rats	  aged	  6,	  12	  and	  18	  months	  were	  used	  to	  28	  
study	  renal	  function,	  blood	  pressure,	  heart	  rate	  and	  blood	  pressure	  variability.	  We	  observed	  that	  29	  
intact	  females	  had	  lower	  levels	  of	  proteinuria	  and	  higher	  (12.5%)	  creatinine	  clearance	  compared	  to	  30	  
intact	  males,	  and	  that	  this	  difference	  was	  abolished	  by	  castration	  but	  not	  by	  ovariectomy.	  31	  
Ovariectomy	  resulted	  in	  a	  change	  by	  9%	  in	  heart	  rate,	  resulting	  in	  similar	  cardiovascular	  parameters	  32	  
to	  those	  observed	  in	  males	  or	  gonadectomised	  males.	  Spectral	  analysis	  of	  systolic	  blood	  pressure	  33	  
revealed	  that	  high	  frequency	  power	  spectra	  were	  significantly	  elevated	  in	  the	  females	  vs.	  males	  and	  34	  
were	  reduced	  by	  ovariectomy.	  Taken	  altogether	  the	  results	  show	  that	  females	  are	  protected	  from	  35	  
age-­‐related	  declining	  renal	  function	  and	  to	  a	  lesser	  extent	  from	  rising	  blood	  pressure	  in	  comparison	  36	  
to	  males.	  Whilst	  ovariectomy	  had	  some	  deleterious	  effects	  in	  females,	  the	  strongest	  effects	  were	  37	  
associated	  with	  gonadectomy	  in	  males,	  suggesting	  a	  damaging	  effect	  of	  male	  hormones.	  38	  
Keywords:	  gonadectomy,	  blood	  pressure,	  renal	  function	  39	  
40	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Background	  41	  
The	  level	  of	  blood	  pressure	  is	  proportionally	  related	  to	  morbidity	  and	  mortality,	  and	  increases	  in	  42	  
blood	  pressure	  convey	  a	  risk	  of	  stroke	  and	  coronary	  heart	  disease	  [1,	  2].	  This	  risk	  is	  further	  elevated	  43	  
when	  associated	  with	  other	  conditions	  such	  as	  obesity	  or	  diabetes.	  Sexual	  dimorphism	  in	  blood	  44	  
pressure	  regulation	  has	  been	  extensively	  studied	  and	  both	  systolic	  (SBP)	  and	  diastolic	  (DBP)	  blood	  45	  
pressures	  are	  higher	  in	  men	  under	  60	  years	  of	  age	  compared	  to	  age-­‐matched	  women	  [3,	  4].	  The	  46	  
incidence	  of	  hypertension	  is	  greater	  in	  men	  than	  women	  until	  women	  reach	  their	  seventh	  decade	  [5,	  47	  
6].	  This	  increased	  risk	  of	  hypertension	  in	  men	  is	  associated	  with	  a	  higher	  risk	  of	  developing	  renal	  and	  48	  
cardiovascular	  diseases	  [7].	  Interestingly,	  blood	  pressure	  increases	  in	  women	  after	  the	  menopause	  49	  
leading	  to	  speculation	  that	  the	  protective	  effect	  of	  female	  gender	  may	  be	  mediated	  by	  oestrogen,	  50	  
with	  testosterone	  exerting	  opposing	  effects	  [8-­‐11].	  51	  
Sexual	  dimorphism	  in	  blood	  pressure	  has	  been	  associated	  with	  differential	  expression	  of	  the	  52	  
angiotensin	  II	  (AII)	  receptors	  [12-­‐15]	  and	  correlated	  with	  activity	  of	  the	  nervous	  system.	  In	  general	  53	  
AII	  increases	  blood	  pressure	  on	  binding	  to	  angiotensin	  receptor	  type	  1	  (AGTR1)	  and	  decreases	  blood	  54	  
pressure	  when	  acting	  via	  angiotensin	  receptor	  type	  2	  (AGTR2)	  [16].	  AGTR1	  expression	  has	  been	  55	  
shown	  to	  be	  related	  to	  the	  presence	  or	  absence	  of	  oestrogen	  but	  not	  testosterone	  in	  normotensive	  56	  
and	  hypertensive	  male	  rats	  [12,	  17].	  Renal	  AGTR2	  expression	  was	  shown	  to	  be	  higher	  in	  female	  57	  
spontaneously	  hypertensive	  rats	  (SHR)	  compared	  to	  male	  SHR	  [17,	  18]	  and	  binding	  of	  AGTR2	  was	  58	  
reduced	  after	  ovariectomy	  but	  returned	  to	  normal	  or	  even	  increased	  after	  oestrogen	  treatment.	  59	  
These	  findings	  suggest	  that	  AGTR2	  and	  AGTR1	  expression	  may	  be	  responsive	  to	  sex	  steroids	  and	  that	  60	  
the	  relative	  protection	  of	  the	  female	  against	  age-­‐related	  increases	  in	  blood	  pressure	  could	  stem	  61	  
from	  higher	  AGTR2	  expression.	  Sexual	  dimorphism	  in	  renal	  AII	  receptor	  expression	  is	  also	  associated	  62	  
with	  differences	  in	  renal	  hemodynamics	  [19,	  20].	  It	  has	  been	  shown	  that	  AGTR1	  regulates	  63	  
vasoconstriction	  and	  sodium	  and	  water	  reabsorption,	  as	  well	  as	  promoting	  cell	  growth,	  proliferation,	  64	  
4	  
	  
and	  collagen	  matrix	  deposition.	  AGTR2	  seems	  to	  exert	  opposite	  effects	  such	  as	  promoting	  cell	  65	  
differentiation,	  antiproliferation,	  and	  apoptosis;	  for	  review	  see	  [21].	  66	  
The	  complex	  interactions	  between	  age	  and	  sex	  steroids	  in	  the	  regulation	  of	  blood	  pressure	  remain	  67	  
poorly	  understood.	  The	  majority	  of	  studies	  investigating	  the	  impact	  of	  sex	  steroids	  focus	  on	  single	  68	  
age	  points	  or	  relatively	  short	  follow-­‐up	  periods.	  The	  current	  study	  investigated	  the	  interactions	  69	  
between	  ageing	  and	  sex	  steroids	  in	  the	  normotensive	  Wistar-­‐Hanover	  rat,	  comparing	  intact	  and	  70	  
gonadectomised	  animals	  up	  to	  18	  months	  of	  age.	  The	  purpose	  of	  the	  study	  was	  to	  model	  the	  impact	  71	  
of	  sex	  on	  functional	  aspects	  of	  cardiovascular	  and	  renal	  ageing.	  As	  sex-­‐related	  factors	  will	  act	  upon	  72	  
tissues	  throughout	  adult	  life,	  we	  performed	  ovariectomy	  in	  mature	  but	  relatively	  young	  animals.	  This	  73	  
study	  assessed	  the	  hypothesis	  that	  females	  would	  be	  relatively	  protected	  from	  adverse	  effects	  of	  74	  
ageing	  compared	  to	  males,	  and	  that	  this	  would	  be	  mediated	  either	  by	  protective	  effects	  of	  ovarian	  75	  
steroids	  in	  females	  or	  detrimental	  effects	  of	  testosterone	  in	  males.	  76	  
77	  
5	  
	  
Materials	  and	  Methods	  78	  
Animals	  79	  
All	  animal	  procedures	  were	  performed	  in	  accordance	  with	  the	  UK	  Animals	  (Scientific	  Procedures)	  Act	  80	  
of	  1986.	  Rats	  (Wistar	  HsdHan),	  bred	  in	  the	  University	  of	  Nottingham	  animal	  facility,	  (64	  male	  and	  64	  81	  
female)	  were	  exposed	  to	  12h	  day-­‐night	  cycle.	  At	  10	  weeks	  of	  age,	  all	  animals	  underwent	  82	  
gonadectomy	  or	  sham	  gondectomy.	  Females	  underwent	  an	  ovariectomy	  or	  sham	  surgery	  and	  males	  83	  
castration	  or	  sham	  surgery	  under	  isoflurane	  anaesthesia	  in	  sterile	  conditions.	  The	  protocol	  for	  84	  
ovariectomy	  of	  females	  has	  been	  described	  [20].	  Castration	  consisted	  of	  opening	  the	  scrotal	  sac,	  85	  
applying	  suture	  on	  each	  main	  visible	  artery	  and	  taking	  out	  both	  testicles	  whereas	  during	  sham	  86	  
surgery	  scrotal	  sac	  was	  open	  and	  then	  immediately	  closed.	  The	  surgical	  protocols	  hence	  generated	  87	  
four	  treatment	  groups:	  intact	  females	  (F-­‐INTACT),	  ovariectomised	  females	  (F-­‐GONADX),	  intact	  males	  88	  
(M-­‐INTACT),	  and	  castrated	  males	  (M-­‐GONADX).	  Rats	  of	  each	  gender	  were	  randomly	  assigned	  to	  89	  
GONADX	  or	  INTACT.	  Prior	  to	  sacrifice	  animals	  were	  placed	  in	  metabolic	  cages	  for	  24h	  urine	  90	  
collection.	  Whilst	  in	  metabolic	  cages	  the	  rats	  had	  unlimited	  access	  to	  food	  and	  water.	  Animals	  were	  91	  
then	  killed	  by	  carbon	  dioxide	  asphyxia	  and	  cervical	  dislocation	  at	  6,	  12	  or	  18	  months	  of	  age	  (n=8	  per	  92	  
group	  at	  each	  time	  point).	  Following	  euthanasia	  all	  tissues	  were	  weighed	  and	  snap-­‐frozen	  in	  liquid	  93	  
nitrogen	  and	  then	  stored	  at	  -­‐80°C	  until	  processing,	  or	  immediately	  fixed	  in	  buffered	  formaldehyde	  94	  
and	  embedded	  after	  a	  constant	  fixation	  period.	  Tissues	  were	  analysed	  at	  the	  same	  time	  for	  each	  95	  
parameter	  under	  study.	  	  Blood	  was	  collected	  by	  cardiac	  puncture	  into	  lithium-­‐heparin	  micro-­‐tubes	  96	  
(Sarstedt,	  Leicester,	  UK).	  	  97	  
At	  12	  months	  of	  age,	  8	  males	  and	  8	  females	  per	  group	  were	  implanted	  with	  telemetry	  transmitters	  98	  
in	  the	  descending	  aorta	  (PA-­‐C40;	  DSI,	  USA).	  All	  surgeries	  were	  performed	  in	  sterile	  conditions	  under	  99	  
isofluorane	  anaesthesia	  [22].	  All	  rats	  were	  given	  a	  semi-­‐synthetic	  opioid	  (0.0168ml/100g	  100	  
buprenorphine;	  0.3mg/ml,	  Reckitt	  &	  Colman,	  Slough,UK)	  and	  a	  non-­‐steroidal	  anti-­‐inflammatory	  drug	  101	  
(0.004ml/100g	  Metacam;	  1.5mg/ml,	  Boehringer	  Ingelheim,	  Germany)	  post-­‐surgery	  as	  pain	  relief.	  102	  
6	  
	  
Rats	  were	  single	  housed	  after	  surgery	  and	  they	  were	  allowed	  one	  week	  of	  recovery	  prior	  to	  103	  
commencing	  blood	  pressure	  measurements.	  104	  
Blood	  pressure	  measurements	  105	  
At	  12	  months	  of	  age	  the	  rats	  had	  blood	  pressure	  determined	  initially	  by	  telemetry	  and	  later	  using	  an	  106	  
indirect	  tail-­‐cuff	  method	  (CODA,	  Kent	  Scientific,	  USA).	  Telemetry	  recordings	  were	  performed	  on	  a	  107	  
DSI	  Dataquest	  A.R.T.™	  acquisition	  system	  and	  arterial	  blood	  pressure	  was	  continuously	  recorded	  108	  
over	  4	  consecutive	  days	  at	  1kHz	  [20,	  22].	  During	  this	  time	  rats	  were	  singly	  housed	  with	  free	  access	  to	  109	  
food	  and	  water	  during	  the	  data	  collection.	  Indirect	  tail-­‐cuff	  blood	  pressure	  measurements	  were	  110	  
taken	  between	  10am	  and	  2pm	  on	  the	  day	  following	  the	  day	  of	  the	  last	  telemetry	  recording.	  Tail-­‐cuff	  111	  
measurements	  were	  performed	  again	  at	  18	  months	  of	  age	  on	  the	  older	  group	  of	  females	  and	  males.	  112	  
Telemetry	  was	  not	  performed	  at	  this	  time-­‐point	  as	  there	  were	  concerns	  about	  animal	  welfare	  and	  113	  
recovery	  of	  older	  animals	  from	  major	  surgery.	  114	  
Telemetry	  analysis	  115	  
Arterial	  pressure	  was	  sampled	  at	  1kHz	  using	  DSI	  Dataquest	  A.R.T.™	  acquisition	  system.	  From	  the	  116	  
arterial	  pressure	  we	  derived	  pulse	  pressure	  and	  heart	  rate	  (HR).	  Blood	  pressure	  and	  heart	  rate	  were	  117	  
collected	  over	  4	  consecutive	  days,	  then	  data	  were	  averaged	  per	  active	  and	  resting	  phase	  across	  the	  118	  
measurement	  period.	  Data	  are	  presented	  as	  an	  average	  day.	  In	  order	  to	  analyse	  respiratory	  rate	  and	  119	  
power	  spectra	  of	  heart	  rate	  and	  blood	  pressure	  data	  were	  imported	  into	  Spike	  2	  v8.02c	  64-­‐bit	  via	  120	  
CED’s	  custom	  batch	  import	  script.	  Additionally	  the	  spontaneous	  cardiac	  baroreflex	  gain	  was	  also	  121	  
analysed	  by	  Scripts	  (Second	  edition	  August	  2013).	  	  122	  
Biochemical	  assays	  123	  
Renal	  function	  was	  assessed	  through	  the	  measurement	  of	  urinary	  protein,	  albumin,	  plasma	  urea	  and	  124	  
creatinine	  clearance.	  As	  described	  [23]	  plasma	  and	  urinary	  creatinine	  were	  measured	  by	  the	  125	  
improved	  Jaffe	  method,	  (Universal	  Biologicals,	  Cambridge,	  UK).	  Urinary	  albumin	  was	  measured	  by	  126	  
7	  
	  
the	  improved	  BCG	  method	  (Randox	  Laboratories	  Ltd.,	  Crumlin,	  UK).	  Total	  urinary	  protein	  was	  127	  
measured	  by	  the	  Lowry	  method	  with	  the	  DC	  Protein	  Assay	  Kit	  (Bio-­‐Rad	  Laboratories	  Ltd,	  Hemel	  128	  
Hempstead,	  UK)[24].	  Plasma	  urea	  was	  measured	  by	  the	  Jung	  method	  (urea	  assay	  kit;	  Universal	  129	  
Biologicals).	  130	  
Western	  blotting	  131	  
Kidney	  cortex	  was	  crushed	  in	  liquid	  nitrogen	  with	  a	  mortar	  and	  pestle	  and	  then	  homogenised	  with	  132	  
protein	  extraction	  buffer	  as	  described	  previously	  [20].	  Protein	  concentration	  was	  established	  using	  133	  
the	  DC	  Protein	  Assay	  Kit.	  Expression	  of	  AGTR1	  and	  AGTR2	  proteins	  was	  then	  measured	  using	  the	  134	  
Amersham	  ECL	  Plex	  Western	  blotting	  system	  using	  Low-­‐fluorescent	  PVDF	  membrane	  (GE	  Healthcare,	  135	  
Buckinghamshire,	  UK)	  as	  described	  previously	  [20].	  Briefly	  anti-­‐AGTR1	  ab18801	  and	  anti-­‐AGRT2	  136	  
ab19134	  antibodies	  were	  used.	  We	  have	  reported	  the	  optimisation	  of	  anti-­‐AGRT2	  ab19134	  [20].	  137	  
Anti-­‐Histone	  H2B	  (ab52484)	  primary	  antibody	  at	  1:40000	  dilution	  incubation	  with	  membrane	  for	  1h	  138	  
at	  room	  temperature	  was	  followed	  by	  washing	  and	  then	  incubation	  with	  secondary	  antibody	  as	  139	  
described	  previously	  [20].	  Signal	  on	  the	  membrane	  was	  detected	  by	  fluorescent	  laser	  scanner,	  140	  
(Typhoon,	  GE	  Healthcare,	  Buckinghamshire,	  UK)	  and	  images	  were	  quantified	  using	  ImageQuant	  (GE	  141	  
Healthcare).	  The	  optimal	  primary	  and	  secondary	  antibody	  concentrations	  were	  tested.	  Specificity	  of	  142	  
AGTR1	  (	  Figure	  S1)	  and	  AGTR2	  [20]	  antibodies	  was	  confirmed	  by	  blocking	  peptide:	  AGTR1	  -­‐ab91523	  143	  
(Abcam,	  Cambridge,	  UK)	  and	  AGTR2	  -­‐ab91522	  (Abcam).	  Expression	  of	  AGTR1	  and	  AGTR2	  was	  144	  
normalised	  to	  Histone	  H2B	  expression,	  which	  did	  not	  vary	  between	  males	  and	  females,	  with	  age	  or	  145	  
surgical	  treatment.	  146	  
Histology	  147	  
Kidneys	  were	  fixed	  with	  4%	  Formalin	  (Sigma-­‐Aldrich,	  UK)	  immediately	  after	  collection.	  Fixed	  kidney	  148	  
samples	  were	  processed	  and	  embedded	  in	  paraffin	  using	  a	  tissue	  processor	  (Histokinette	  Benchtop,	  149	  
Fullerton,	  CA,	  USA).	  To	  assess	  tissue	  inflammation	  macrophages	  were	  stained	  with	  an	  antibody	  to	  150	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ED1	  (Abcam,	  Ab31630)	  [25].	  Lymphocytes	  were	  stained	  with	  an	  antibody	  to	  CD3	  (RbαHumanCD3:	  151	  
DAKO	  A0452)	  [26].	  Bright	  vision-­‐HRP	  was	  used	  as	  secondary	  antibody	  (Immunologic,	  Tilburg,	  152	  
Netherlands).	  Positive	  cells	  were	  visualized	  with	  Vector	  Nova	  Red	  (Vector)	  and	  counterstained	  with	  153	  
haematoxylin.	  ED1	  and	  CD3	  positive	  cells	  were	  counted	  in	  left	  kidney.	  In	  kidney	  sections,	  positive	  154	  
cells	  in	  50	  glomeruli	  and	  20	  peritubular	  areas	  were	  counted	  (magnification	  400x)	  [20].	  155	  
Statistical	  analysis	  156	  
All	  data	  are	  presented	  as	  mean±SEM	  for	  8	  observations	  per	  group	  unless	  stated	  otherwise.	  Data	  was	  157	  
analysed	  by	  three-­‐way	  ANOVA	  (SPSS,	  Chicago,	  IL,	  USA)	  w	  th	  age	  and	  sex	  steroids	  and	  gonadectomy	  158	  
as	  fixed	  factors,	  followed	  by	  Tukey	  post-­‐hoc	  analysis.	  Eta	  squared	  has	  been	  reported	  for	  the	  effect	  159	  
size	  when	  appropriate.	  160	  
161	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Results	  162	  
General	  characteristics	  and	  renal	  function	  163	  
The	  general	  characteristics	  of	  the	  animals	  (body	  weights,	  left	  kidney	  and	  heart	  weights)	  are	  shown	  in	  164	  
Table	  1.	  As	  expected	  males	  had	  significantly	  higher	  body	  weight	  compared	  to	  females,	  P<0.001.	  M-­‐165	  
GONADX	  had	  lower	  body	  weight	  than	  M-­‐INTACT,	  whereas	  F-­‐GONADX	  were	  heavier	  than	  F-­‐INTACT	  166	  
(P<0.001).	  Overall	  body	  mass	  increased	  with	  age	  by	  42%	  in	  all	  groups	  (P<0.001;	  η2=0.24).	  Heart	  167	  
weight	  was	  smaller	  at	  12	  months	  vs.	  6	  and	  18	  months.	  Hearts	  were	  smaller	  in	  the	  females	  vs.	  males	  168	  
(η2=0.28)	  and	  GONADX	  decreased	  heart	  weight	  in	  both	  sexes,	  P<0.001;	  η2=0.16.	  Left	  kidney	  weights	  169	  
were	  lower	  with	  in	  older	  animals	  (η2=0.06)	  and	  females	  had	  smaller	  kidneys	  than	  males	  (P<0.001;	  170	  
η2=0.46).	  GONADX	  decreased	  kidney	  weights	  in	  both	  sexes,	  (P<0.001;	  η2=0.42).	  	  171	  
GFR,	  based	  on	  the	  creatinine	  clearance	  over	  24h	  period	  (Figure	  1)	  and	  adjusted	  for	  the	  body	  weight	  172	  
of	  the	  animal,	  showed	  decline	  in	  renal	  function	  with	  ageing	  which	  was	  significant	  at	  18	  months	  of	  173	  
age	  (6,12>18	  months	  of	  age,	  P<0.01;	  η2=0.02).	  Overall	  females	  had	  higher	  GFR	  than	  males	  by	  12.5%,	  174	  
(P<0.05;	  η2=0.29).	  Water	  intake	  and	  the	  urine	  production	  was	  influenced	  by	  sex	  and	  GONADX.	  175	  
INTACT	  animals	  consumed	  much	  more	  fluid	  (by	  18%)	  over	  the	  24h	  period	  than	  GONADX	  rats	  176	  
(P<0.001;	  η2=0.10).	  Water	  intake	  was	  unaffected	  by	  GONADX	  in	  males.	  There	  was	  an	  interaction	  177	  
between	  age	  and	  sex	  in	  terms	  of	  urine	  output,	  (P<0.05).	  This	  was	  associated	  with	  a	  progressive	  178	  
decline	  (by	  18%)	  in	  urine	  output	  in	  F-­‐GONADX	  but	  not	  F-­‐INTACT	  with	  ageing,	  η2=0.06	  (Table	  1).	  179	  
The	  plasma	  urea	  concentration	  was	  unaffected	  by	  either	  ageing	  or	  surgery	  although	  there	  was	  a	  180	  
tendency	  towards	  change	  in	  the	  concentration	  of	  urea	  with	  age	  after	  gonadectomy	  P=0.068	  (Figure	  181	  
1).	  Albuminuria	  was	  higher	  in	  males	  vs.	  females	  by	  50%;	  P<0.01	  (η2=0.09)	  and	  the	  amount	  of	  albumin	  182	  
excreted	  increased	  with	  age	  (6,	  12<18	  months	  of	  age,	  P=0.01;	  η2=0.12),	  though	  this	  effect	  was	  183	  
largely	  confined	  to	  males	  (61%	  change	  between	  18	  month	  old	  females	  and	  males).	  Proteinuria	  was	  184	  
higher	  in	  males	  vs.	  females	  by	  36%	  (P<0.001;	  η2=0.27).	  Proteinuria	  also	  increased	  with	  age	  in	  males,	  185	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(6<12,	  18	  months	  of	  age,	  P<0.05;	  η2=0.04).	  INTACT	  animals	  had	  higher	  proteinuria	  than	  GONADX	  and	  186	  
this	  was	  significantly	  reduced	  by	  castration	  (P<0.001;	  η2=0.16).	  187	  
Inflammatory	  response	  in	  kidney	  cortex	  188	  
CD3,	  a	  T-­‐cell	  marker,	  was	  more	  strongly	  expressed	  in	  the	  glomeruli	  at	  6	  months	  of	  age	  compared	  to	  189	  
12	  and	  18	  months	  of	  age	  (P<0.001;	  η2=0.19,	  Figure	  2A,	  Figure	  3A).	  Partial	  correlation	  showed	  that	  190	  
there	  is	  no	  correlation	  between	  T	  cell	  numbers	  in	  glomerulus	  and	  kidney	  size	  (g)	  during	  aging.	  There	  191	  
was	  a	  trend	  for	  females	  to	  have	  less	  CD3	  than	  males	  (P=0.065).	  Staining	  for	  ED1,	  a	  monocyte	  and	  192	  
macrophage	  marker,	  was	  greater	  in	  the	  glomeruli	  at	  6	  months	  of	  age	  compare	  to	  12	  and	  18	  months	  193	  
of	  age	  (P<0.01;	  η2=0.50,	  Figure	  2B,	  Figure	  3B).	  There	  were	  no	  effects	  of	  GONADX	  on	  T-­‐cell	  and	  194	  
macrophage	  markers	  in	  the	  kidneys.	  There	  were	  no	  effects	  of	  age	  or	  surgery	  on	  inflammatory	  cell	  195	  
markers	  in	  the	  tubulointerstitial	  region	  (data	  not	  shown).	  There	  were	  no	  marked	  changes	  in	  196	  
conventional	  histology	  (PAS	  stain,	  data	  not	  shown).	  Higher	  levels	  of	  proteinuria	  in	  male	  rats	  are	  well	  197	  
known	  and	  primarily	  due	  to	  tubular	  proteinuria	  [27,	  28].	  198	  
Angiotensin	  receptor	  expression	  in	  ageing	  females	  and	  males	  199	  
AGTR1	  expression	  in	  the	  kidney	  cortex	  decreased	  significantly	  with	  age	  in	  all	  analysed	  groups	  200	  
(6>12,18	  month	  of	  age,	  P<0.001;	  η2=0.20,	  Figure	  4A).	  We	  did	  not	  see	  a	  significant	  difference	  in	  201	  
AGTR1	  protein	  expression	  between	  males	  and	  females.	  AGTR2	  protein	  expression	  in	  kidney	  cortex	  202	  
decreased	  with	  age	  after	  GONADX	  in	  females	  by	  46%	  (P<0.05;	  η2=0.02,	  Figure	  4B).	  There	  was	  a	  203	  
decrease	  in	  the	  AGTR1/AGTR2	  ratio	  with	  age	  (6>12,	  18	  months	  of	  age,	  P<0.05;	  η2=0.09,	  Figure	  4C)	  204	  
Blood	  pressure	  and	  heart	  rate	  205	  
Telemetry	  data	  analysis	  show	  that	  at	  12	  months	  of	  animals	  age	  females	  had	  significantly	  lower	  206	  
systolic	  blood	  pressure	  (SBP)	  compared	  to	  males	  by	  4%	  (P<0.05;	  η2=0.18,	  Figure	  5A).	  Diastolic	  blood	  207	  
pressure	  (DBP)	  was	  also	  lower	  in	  females	  as	  compared	  to	  males,	  by	  8%	  (P<0.001;	  η2=0.25),	  and	  lower	  208	  
in	  INTACT	  animals	  when	  compared	  to	  GONADX	  animals	  (P<0.05;	  η2=0.47).	  We	  observed	  that	  there	  209	  
11	  
	  
was	  also	  an	  interaction	  between	  gender	  and	  GONADX	  showing	  that	  ovariectomy	  increased	  SBP,	  210	  
(Figure	  5B,	  P<0.01).	  Mean	  heart	  rate	  was	  significantly	  higher	  in	  females	  than	  in	  males	  by	  14%,	  and	  211	  
INTACT	  animals	  had	  higher	  HR	  than	  GONADX	  rats	  (Figure	  5C,	  P<0.001;	  η2=0.51).	  Additionally	  212	  
GONADX	  reduced	  the	  HR	  in	  females	  (Figure	  5C,	  P<0.05;	  η2=0.64).	  Respiratory	  rate	  was	  greater	  in	  213	  
female	  than	  in	  male	  rats	  and	  this	  was	  not	  influenced	  by	  GONADX	  (P<0.001;	  η2=0.44	  Table	  2).	  214	  
Blood	  pressure	  was	  also	  recorded	  by	  an	  indirect	  tail-­‐cuff	  method.	  Using	  plethysmography	  we	  noted	  215	  
that	  the	  SBP	  recorded	  at	  12	  and	  18	  months	  showed	  a	  tendency	  to	  be	  higher	  in	  males	  than	  in	  females	  216	  
(Figure	  6A,	  P=0.07).	  Additionally	  a	  comparison	  of	  SBP	  between	  12	  and	  18	  months	  in	  females	  (T-­‐Test)	  217	  
showed	  a	  significant	  difference	  by	  6%	  (P<0.01).	  In	  contrast	  to	  telemetry	  measures	  DBP	  was	  lower	  in	  218	  
GONADX	  males	  than	  in	  INTACT	  males	  at	  12	  months	  and	  this	  effect	  was	  more	  pronounced	  at	  18	  219	  
months,	  40%	  lower;	  (Figure	  6B,	  interaction	  Age*Surgery,	  P=0.064).	  HR	  increased	  with	  age	  (Figure	  6C,	  220	  
P<0.05;	  η2=0.07).	  At	  18	  months,	  GONADX	  males	  had	  markedly	  higher	  heart	  rates	  than	  all	  other	  221	  
groups	  (P<0.05).	  	  222	  
Spectral	  analysis	  of	  heart	  rate	  and	  systolic	  blood	  pressure	  	  223	  
Spectral	  analysis	  performed	  on	  the	  heart	  rate	  data	  obtained	  by	  telemetry	  at	  12	  months	  of	  age	  224	  
showed	  no	  effects	  of	  either	  age	  or	  GONADX	  (Table	  2).	  The	  lack	  of	  differences	  in	  low	  frequency	  and	  225	  
high	  frequency	  spectra	  indicated	  that	  sympathetic	  and	  parasympathetic	  regulation	  of	  heart	  rate	  226	  
were	  unaffected	  by	  sex	  steroids	  at	  this	  time	  point.	  In	  contrast,	  spectral	  analysis	  of	  SBP	  revealed	  that	  227	  
low	  as	  well	  as	  high	  frequency	  power	  spectra	  changed	  in	  males	  and	  females	  upon	  GONADX.	  Females	  228	  
had	  a	  higher	  HF%	  which	  was	  reduced	  by	  GONADX,	  (Table	  3,	  P<0.05;	  η2=0.48).	  Females	  show	  lower	  229	  
VLF%	  compared	  to	  males	  (Table	  3,	  P<0.05).	  The	  spontaneous	  baroreflex	  gain	  was	  higher	  in	  males	  230	  
than	  in	  females,	  P<0.05;	  η2=0.17	  (Table	  3).	  231	  
232	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Discussion	  233	  
The	  present	  study	  investigated	  mechanisms	  contributing	  to	  sexual	  dimorphism	  in	  blood	  pressure	  in	  234	  
ageing	  rats.	  It	  is	  generally	  accepted	  that	  ageing	  affects	  kidney	  function	  as	  well	  as	  the	  autonomic	  235	  
nervous	  system	  and	  hormonal	  balance.	  Our	  original	  hypothesis	  was	  that	  the	  relative	  protection	  of	  236	  
renal	  and	  cardiovascular	  function	  in	  ageing	  females	  was	  due	  to	  the	  presence	  of	  ovarian	  steroids	  237	  
(primarily	  oestrogen)	  or	  detrimental	  effects	  of	  testosterone	  in	  males.	  Additionally	  age-­‐related	  238	  
changes	  in	  the	  autonomic	  balance	  of	  the	  sympathetic/parasympathetic	  nervous	  system	  might	  239	  
contribute	  to	  sex	  differences.	  The	  novel	  aspect	  of	  this	  work	  is	  that	  we	  gonadectomised	  animals	  in	  240	  
early	  adulthood	  and	  followed	  them	  as	  they	  aged.	  We	  looked	  at	  the	  renal	  function	  of	  intact	  and	  241	  
gonadectomised	  normotensive	  Wistar	  rats	  of	  both	  sexes	  in	  relation	  to	  blood	  pressure	  changes	  over	  a	  242	  
period	  of	  18	  months.	  The	  main	  findings	  of	  this	  study	  confirmed	  the	  view	  that	  females	  are	  protected	  243	  
against	  deteriorating	  kidney	  function	  and	  have	  lower	  arterial	  pressure	  than	  males.	  This	  appears	  to	  244	  
be	  largely	  explained	  by	  deleterious	  effects	  of	  testosterone	  and	  other	  androgens	  upon	  males,	  rather	  245	  
than	  protective	  effects	  of	  ovarian	  steroids	  in	  females.	  Androgens	  may	  partly	  exert	  their	  influence	  via	  246	  
the	  autonomic	  nervous	  system.	  247	  
Sex	  steroids	  are	  responsible	  for	  the	  development	  of	  secondary	  characteristics	  in	  almost	  every	  248	  
species	  [29].	  As	  expected,	  all	  rats	  in	  our	  study	  showed	  an	  increase	  in	  body	  mass	  across	  the	  life	  span	  249	  
and	  there	  were	  clear	  differences	  between	  sexes	  and	  gonadectomised	  rats.	  Ablation	  of	  sex	  steroid	  250	  
synthesis	  by	  gonadectomy	  increased	  weight	  gain	  in	  females	  and	  reduced	  gain	  in	  males,	  consistent	  251	  
with	  other	  studies	  [30,	  31].	  Organ	  weights	  revealed	  that	  the	  absence	  of	  sex	  steroids	  had	  an	  impact	  252	  
on	  kidney	  and	  heart	  development.	  These	  organs	  were	  lighter	  in	  older	  animals	  and	  they	  were	  smaller	  253	  
in	  gonadectomised	  animals	  (Table	  1).	  Sex	  steroids	  appear	  to	  affect	  kidney	  development	  and	  254	  
function.	  Kidney	  size	  is	  postulated	  to	  be	  related	  to	  the	  number	  of	  glomeruli	  and	  putatively	  a	  255	  
decreased	  number	  of	  functioning	  nephrons	  in	  the	  male	  kidney	  may	  cause	  glomerular	  hypertension.	  256	  
The	  effect	  of	  testosterone	  on	  the	  number	  of	  the	  glomeruli	  was	  recently	  published	  [32].	  Testosterone	  257	  
13	  
	  
replacement	  therapy	  to	  castrated	  rats	  resulted	  in	  a	  higher	  kidney-­‐to-­‐body	  weight	  ratio	  but	  with	  258	  
reduced	  numbers	  of	  glomeruli.	  The	  number	  of	  glomeruli	  was	  highest	  in	  the	  castrated	  group	  259	  
indicating	  that	  testosterone	  promotes	  a	  progressive	  loss	  of	  glomeruli	  with	  ageing	  in	  males.	  In	  the	  260	  
present	  study	  creatinine	  clearance,	  an	  estimation	  of	  glomerular	  filtration	  rate,	  indicated	  that	  kidney	  261	  
function	  declined	  with	  age,	  but	  that	  females	  were	  relatively	  protected.	  Creatinine	  clearance	  was	  262	  
lower	  in	  males	  than	  in	  females	  which	  may	  suggest	  that	  ovarian	  steroids	  partly	  protect	  against	  age-­‐263	  
related	  decline.	  	  264	  
Under	  our	  conditions	  we	  observed	  that	  females	  had	  lower	  levels	  of	  proteinuria	  compared	  to	  males,	  265	  
a	  difference	  which	  was	  abolished	  by	  castration	  but	  not	  by	  ovariectomy.	  Similarly	  albuminuria	  was	  266	  
higher	  in	  males	  than	  in	  females	  and	  interestingly	  it	  was	  the	  highest	  in	  males	  in	  the	  oldest	  group	  of	  267	  
animals.	  Recent	  studies	  show	  that	  differences	  in	  proteinuria	  between	  male	  and	  female	  rat	  might	  be	  268	  
structural	  in	  origin.	  This	  further	  supports	  using	  Wistar	  model	  for	  the	  study	  of	  sex-­‐dependent	  269	  
differences	  in	  glomerular	  filtration	  [33].	  This	  is	  entirely	  consistent	  with	  earlier	  studies	  which	  show	  270	  
negative	  effects	  of	  testosterone	  on	  kidney	  function	  and	  glomerular	  filtration	  rate	  and	  renal	  blood	  271	  
flow	  [34-­‐36].	  The	  presence	  of	  proteinuria	  is	  a	  powerful	  indicator	  of	  probability	  of	  renal	  kidney	  272	  
disease	  in	  human	  [37,	  38].	  	  273	  
Regression	  analysis	  of	  ATGR1	  expression	  and	  ED1	  showed	  that	  they	  were	  associated	  (a	  positive	  274	  
moderate	  correlation	  r=0.4;	  P<0.001).	  Greater	  inflammation	  at	  6	  months	  of	  age	  was	  associated	  with	  275	  
a	  higher	  ATGR1/AGTR2	  ratio	  (r=0.3;	  P<0.05).	  However,	  under	  our	  conditions,	  we	  did	  not	  see	  a	  clear	  276	  
relationship	  between	  the	  capacity	  to	  synthesise	  sex	  steroids	  and	  angiotensin	  II	  receptor	  expression	  277	  
across	  the	  18-­‐month	  period.	  ATG1R	  expression	  was	  highest	  at	  6	  months	  of	  age	  in	  all	  groups,	  again	  278	  
consistent	  with	  the	  phase	  of	  greatest	  inflammation.	  We	  are	  unsure	  why	  the	  inflammatory	  processes	  279	  
occurred	  in	  early	  adulthood,	  but	  were	  dampened	  with	  ageing.	  It	  is	  possible	  that	  greater	  280	  
inflammation	  in	  earlier	  life	  left	  behind	  damage	  and	  functional	  deficit	  in	  the	  ageing	  animals,	  beyond	  281	  
the	  phase	  when	  inflammation	  had	  subsided.	  AGTR2	  protein	  expression	  appeared	  to	  be	  higher	  in	  the	  282	  
14	  
	  
gonadectomised	  females	  and	  then	  decrease	  with	  age	  in	  that	  group.	  Although	  AGTR1	  protein	  283	  
expression	  was	  associated	  with	  greater	  inflammation,	  under	  our	  experimental	  conditions	  the	  284	  
expression	  of	  AngII	  receptor	  proteins	  cannot	  explain	  the	  observed	  differences	  between	  the	  sexes	  or	  285	  
effects	  of	  gonadectomy	  upon	  renal	  function	  and	  blood	  pressure.	  Analysing	  Ang	  II	  receptors	  286	  
expression	  by	  western	  blot	  is	  challenging	  and	  we	  must	  acknowledge	  some	  uncertainty	  about	  the	  287	  
validity	  of	  our	  measurements..	  Commercially	  available	  antibodies	  are	  not	  very	  well	  optimised	  and	  288	  
vary	  from	  batch	  to	  batch.	  Moreover,	  the	  type	  1	  receptor	  is	  heavily	  glycosylated	  in	  vivo	  and	  as	  a	  289	  
result	  has	  multiple	  molecular	  weights	  that	  exceed	  the	  single	  purified	  peptide.	  This	  influences	  290	  
findings	  regarding	  AGTR1	  and	  AGTR2	  expression	  and	  makes	  comparison	  between	  findings	  from	  291	  
different	  laboratories	  difficult.	  In	  this	  experiment	  although	  we	  saw	  a	  single	  band	  with	  the	  size	  292	  
corresponding	  to	  the	  molecular	  size	  of	  the	  protein	  and	  we	  additionally	  used	  BLAST	  tool	  (from	  NCBI	  293	  
webpage)	  in	  order	  to	  check	  the	  specificity	  of	  the	  peptide	  used	  to	  produce	  the	  antibody,	  we	  were	  294	  
unable	  to	  assess	  specificity	  by	  more	  robust	  methods.	  295	  
The	  telemetry	  blood	  pressure	  data	  showed	  that	  females	  have	  lower	  resting	  SBP	  (Figure	  5A)	  and	  also	  296	  
DBP	  (Figure	  5B).	  The	  difference	  between	  healthy	  normotensive	  males	  and	  females	  SBP	  was	  4%	  and	  297	  
DBP	  8%	  and	  it	  was	  very	  consistent.	  DBP	  was	  lower	  in	  the	  sham	  animals	  compare	  to	  the	  298	  
gonadectomised	  and	  this	  suggests	  that	  female	  and	  male	  hormones	  may	  play	  some	  role	  in	  the	  299	  
regulation	  of	  the	  blood	  pressure.	  The	  tail	  cuff	  method	  did	  not	  replicate	  the	  differences	  in	  the	  SBP	  or	  300	  
DBP	  at	  12	  month	  of	  age	  observed	  by	  telemetry,	  but	  did	  show	  a	  clear	  reduction	  in	  the	  SBP	  and	  DBP	  301	  
and	  increase	  in	  the	  HR	  of	  castrated	  males	  at	  18	  months	  suggesting	  that	  the	  observed	  change	  is	  very	  302	  
pronounced	  at	  this	  time	  point	  (Figure	  6A,B,C).	  However	  there	  was	  a	  tendency	  for	  SBP	  to	  be	  higher	  in	  303	  
males	  vs.	  in	  females	  (Figure	  6A,	  P=0.07).	  Additionally	  a	  comparison	  of	  SBP	  between	  12	  and	  18	  304	  
months	  in	  females	  (T-­‐Test)	  showed	  a	  significant	  difference	  of	  7	  mmHg	  (P<0.01).	  This	  could	  be	  due	  to	  305	  
the	  impact	  of	  age-­‐related	  decline	  in	  ovarian	  hormone	  production	  [39].	  The	  discrepancy	  between	  306	  
blood	  pressures	  measured	  by	  telemetry	  and	  using	  an	  indirect	  tail	  cuff	  method	  is	  of	  some	  interest.	  As	  307	  
described	  previously	  [22],	  tail-­‐cuff	  pressures	  are	  prone	  to	  artefacts	  that	  are	  associated	  with	  stress,	  308	  
15	  
	  
but	  may	  also	  differ	  from	  central	  readings	  that	  are	  not	  obtained	  from	  resistance	  vessels	  due	  to	  309	  
factors	  such	  as	  the	  length	  of	  the	  arterial	  tree,	  length	  of	  the	  systole	  	  [40,	  41],	  arterial	  stiffness	  [42]	  310	  
and	  activity	  of	  the	  autonomic	  nervous	  system.	  We	  might	  suspect	  a	  very	  distinct	  attenuation	  the	  311	  
vagal	  component	  of	  baroreflex	  sensitivity	  at	  18	  months	  of	  age	  in	  the	  castrated	  group	  as	  this	  was	  312	  
observed	  in	  a	  short-­‐term	  study	  of	  castrated	  sexually	  matured	  male	  rats	  [43].	  	  313	  
It	  is	  well	  established	  that	  circulation	  is	  affected	  by	  activity	  of	  the	  autonomic	  nervous	  system	  and	  that	  314	  
sympatho-­‐vagal	  balance	  plays	  an	  important	  role	  in	  maintaining	  pressure	  [44].	  Information	  on	  the	  315	  
autonomic	  regulation	  can	  be	  obtained	  by	  indirect	  (spectral	  analysis	  of	  the	  heart	  rate	  and	  systolic	  316	  
blood	  pressure)	  or	  direct	  (telemetry	  nerve	  recordings)	  measurements	  of	  the	  sympathetic	  nerve	  317	  
activity	  [24].	  Circulation	  is	  affected	  by	  a	  cardiac	  cycle,	  respiration	  and	  vasomotor	  activity,	  and	  318	  
spectral	  analysis	  considers	  heart	  rate	  or	  arterial	  pressure	  as	  a	  sum	  of	  oscillatory	  components	  defined	  319	  
by	  their	  frequency	  and	  amplitude.	  In	  general	  the	  low	  spectra	  are	  related	  to	  sympathetic	  and	  high	  320	  
spectra	  to	  the	  parasympathetic	  activities	  [45,	  46].	  	  321	  
In	  our	  study	  gonadectomy	  did	  not	  affect	  cardiac	  sympatho-­‐vagal	  balance	  in	  12	  months	  old	  animals.	  322	  
Although	  we	  did	  not	  see	  any	  differences	  in	  the	  cardiac	  spectra	  we	  did	  observed	  changes	  in	  the	  SBP	  323	  
spectra.	  Males	  and	  gonadectomised	  females	  show	  reduced	  HF%	  BP	  power	  which	  might	  suggests	  a	  324	  
sex	  difference	  in	  the	  effects	  of	  the	  respiration	  on	  the	  blood	  pressure.	  This	  would	  be	  in	  agreement	  325	  
with	  our	  data	  showing	  that	  that	  the	  respiratory	  rates	  were	  higher	  in	  females	  than	  in	  males	  (Table	  3).	  326	  
It	  seems	  that	  the	  VLF%	  were	  higher	  in	  males	  than	  in	  females	  suggesting	  that	  in	  males	  sympathetic	  327	  
vasomotor	  tone	  might	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  regulation	  of	  blood	  pressure.	  The	  increase	  in	  328	  
vasodilatory	  response	  in	  males	  compared	  to	  females	  have	  been	  shown	  in	  humans	  [47].	  	  329	  
Our	  data	  show	  that	  spontaneous	  baroreflex	  gain	  was	  relatively	  higher	  in	  males	  but	  not	  affected	  by	  330	  
gonadectomy.	  Some	  of	  the	  human	  studies	  also	  show	  that	  males	  have	  higher	  baroreflex	  gain	  than	  331	  
females	  [48].	  A	  more	  in	  depth	  analysis	  of	  the	  blood	  pressure	  and	  heart	  rate	  variability	  at	  different	  332	  
ages,	  as	  well	  as	  contribution	  of	  such	  factors	  as	  the	  sympatho-­‐adrenal	  nervous	  system	  to	  the	  333	  
16	  
	  
regulation	  of	  the	  blood	  pressure	  is	  needed	  to	  answer	  many	  remaining	  questions	  regarding	  sex	  334	  
differences	  in	  terms	  of	  regulating	  blood	  pressure.	  335	  
Conclusion	  336	  
We	  cannot	  specifically	  attribute	  the	  effects	  of	  gonadectomy	  in	  males	  and	  females	  to	  sex	  hormones	  337	  
as	  there	  were	  no	  hormone	  replacement	  experiments	  to	  demonstrate	  this	  specificity.	  Overall	  the	  338	  
study	  showed	  that	  the	  age-­‐related	  decline	  in	  renal	  function	  is	  likely	  to	  be	  largely	  driven	  by	  339	  
androgens	  as	  the	  protective	  effect	  of	  orchidectomy	  was	  greater	  than	  the	  deleterious	  effect	  of	  340	  
ovariectomy.	  	  341	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Figure	  legends	  490	  
Figure	  1	  Kidney	  function	  491	  
Glomerular	  filtration	  rate	  (GFR)	  based	  on	  the	  creatinine	  clearance	  over	  24h	  period	  and	  adjusted	  for	  492	  
the	  body	  weight	  of	  the	  animal,	  showed	  decline	  in	  renal	  function	  with	  ageing	  (6,12>18	  months	  of	  age,	  493	  
P<0.01).	  Females	  had	  higher	  GFR	  than	  males,	  (P<0.05).	  	  The	  plasma	  urea	  concentration	  was	  494	  
unaffected	  by	  either	  ageing	  or	  surgery	  although	  there	  was	  a	  tendency	  towards	  change	  in	  the	  495	  
concentration	  of	  urea	  with	  age	  after	  gonadectomy	  P=0.068.	  Albuminuria	  was	  higher	  in	  males	  vs.	  496	  
females;	  P<0.01	  and	  the	  amount	  of	  albumin	  excreted	  increased	  with	  age	  (6,	  12<18	  months	  of	  age,	  497	  
P=0.01),	  though	  this	  effect	  was	  largely	  confined	  to	  males.	  Proteinuria	  was	  higher	  in	  males	  vs.	  498	  
females	  (P<0.001).	  Proteinuria	  also	  increased	  with	  age	  in	  males,	  (6<12,	  18months	  of	  age,	  P<0.05).	  499	  
INTACT	  animals	  had	  higher	  proteinuria	  than	  GONADX	  and	  this	  was	  significantly	  reduced	  by	  500	  
castration	  (P<0.001).	  Data	  are	  presented	  as	  a	  mean±SEM	  for	  n=8	  per	  group,*,	  P<0.05;	  **-­‐	  P<0.01;	  501	  
***,	  P<0.001	  502	  
Figure	  2	  Inflammatory	  markers	  503	  
Immunohistochemistry	  on	  the	  left	  sectioned	  kidney	  shows	  CD3	  (A)	  and	  ED1	  (B)	  inflammatory	  504	  
markers	  expressed	  as	  positive	  cells	  per	  glomerulus	  of	  the	  kidney.	  CD3,	  a	  T-­‐cell	  marker,	  was	  increased	  505	  
in	  the	  glomeruli	  at	  6	  months	  compared	  to	  12	  and	  18	  months	  of	  age,	  P<0.01.	  ED1,	  a	  monocyte	  and	  506	  
macrophage	  marker,	  was	  increased	  in	  the	  glomeruli	  at	  6	  months	  compared	  to	  12	  and	  18	  months	  of	  507	  
age,	  P<0.01.	  There	  were	  no	  influences	  of	  gonadectomy.	  Data	  are	  presented	  as	  a	  mean±SEM	  for	  n=8	  508	  
per	  group,*,	  P<0.05;	  **-­‐	  P<0.01;	  ***,	  P<0.001	  509	  
Figure	  3	  Representative	  images	  of	  inflammatory	  markers	  510	  
Figure	  demonstrates	  representative	  images	  of	  CD3	  (A)	  and	  ED1	  (B)	  in	  glomerulus	  of	  the	  left	  511	  
sectioned	  kidney	  at	  6,	  12	  and	  18	  months	  of	  age.	  	  512	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Figure	  4	  AGTR1	  and	  AGTR2	  protein	  expression	  513	  
Kidney	  cortex	  protein	  level	  of	  AGTR1	  (A)	  and	  AGTR2	  (B)	  was	  assessed	  by	  Western	  Blotting	  and	  the	  514	  
AT1/AT2	  (C)	  ratio	  presents	  a	  change	  of	  these	  receptors	  at	  6,	  12	  and	  18	  months	  of	  age	  in	  relation	  to	  515	  
surgery.	  The	  AGTR1/AGTR2	  ratio	  was	  significantly	  increased	  at	  6	  months	  of	  age,	  P<0.05.	  Data	  are	  516	  
presented	  as	  a	  mean±SEM	  for	  n=8	  animal	  per	  group,*,	  P<0.05;	  **-­‐	  P<0.01;	  ***,	  P<0.001	  517	  
Figure	  5	  Mean	  arterial	  blood	  pressure	  (mmHg)	  and	  heart	  rate	  (bpm)	  assessed	  telemetrically.	  518	  
Arterial	  blood	  pressure	  and	  heart	  rate	  were	  assessed	  telemetrically	  at	  12	  months	  of	  age.	  	  Females	  519	  
had	  a	  lower	  systolic	  blood	  pressure	  than	  males	  (SBP	  -­‐	  A)	  P<0.05.	  The	  diastolic	  blood	  pressure	  (DBP	  -­‐	  520	  
B)	  was	  lower	  in	  females	  (P<0.001)	  and	  in	  sham	  animals	  (P<0.05)	  and	  there	  was	  an	  effect	  of	  521	  
ovariectomy,	  P<0.01.	  Females	  mean	  heart	  rate	  (HR	  –	  C)	  was	  significantly	  higher	  than	  all	  other	  522	  
groups,	  P<0.001	  and	  this	  was	  reduced	  by	  ovariectomy	  P<0.01.	  Additionally	  sham	  animals	  had	  higher	  523	  
HR	  than	  gonadecomised	  rats	  P<0.05.	  Data	  are	  presented	  as	  a	  mean±SEM	  for	  n=8	  animal	  per	  group,*,	  524	  
P<0.05;	  **-­‐	  P<0.01;	  ***,	  P<0.001	  525	  
Figure	  6	  Mean	  arterial	  blood	  pressure	  (mmHg)	  and	  heart	  rate	  (bpm)	  measured	  by	  tail	  cuff	  system	  526	  
CODA	  527	  
The	  SBP	  (A)	  and	  DBP	  (B)	  was	  decreased	  by	  castration	  that	  was	  more	  pronounced	  at	  18	  months	  of	  528	  
age	  (Interaction	  Age*Surgery,	  P<0.05).	  There	  was	  a	  significant	  increase	  in	  the	  heart	  rate	  (HR;	  C)	  in	  529	  
the	  M-­‐GONADX	  at	  18	  months	  of	  age,	  P<0.05.	  Data	  are	  presented	  as	  a	  mean±SEM	  for	  n=8	  animal	  per	  530	  
group,*,	  P<0.05;	  **-­‐	  P<0.01;	  ***,	  P<0.001	  531	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